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温熱刺激により発現される熱ショック蛋白72がlipopolysaccharide
により誘導されるラット肺水腫へおよぼす影響に関する検討
鳥取大学医学部器官制御外科学講座麻酔・集中治療匿学分野(主任 石部裕一教授)
船越多恵
lnduction of heat shock protein 72 and attenuation of 
lipopolysaccharide-induced pulmonary edema by 
pre-or post-treatment with heat stress in rats 
Tae FUNAKOSHI 
Division 01 Anesthesiology and Critical Care Medicine， Departmeηt 01 Surgeη， 
Faculty 01 Medicine， Tottori University， Yonago 683-8503， Japan. 
ABSTRACT 
Heat stress (HS) prior to injury protects lungs against various stresses， but the effect of 
HS after injury remains unresolved. We investigated the time effects of HS treatment on 
lipopolysaccharide (LPS)-induced lung injury and the cytoprotective role of heat shock pro-
tein (HSP) 72. Anesthetized rats were subjected to whole body hyperthermia before or af-
ter intravenous LPS injection. Rats were allocated into 4 groups according to LPS treat-
ment and HS pre- or post-treatment. Lung function was evaluated by lung pres帥
sure/volume (p /V) curve and wet-to-dry weight (羽T/D) ratio. Inflammatory cytokine lev-
els and myeloperoxidase activity in plasma were determined by ELISA. Cytokine and HSP 
72 mRNA expressions and HSP72 in lungs were measured with Northern and Western blot 
analysis. HS induced HSP72 mRNA/protein in the lungs. HS post-treatment promoted HSP 
72 mRNA expression. HS pre-and post-treatment significantly improved P /V curve and 
W /D ratio. HS pre-and post-treatment did not reduce proinflammatory cytokine levels in 
plasma. HS pre-treatment， but not post-treatment， suppressed cytokine mRNA expressions 
in the lungs. HS before or after LPS treatment partially inhibited lung edema through in-
duction of HSP72. HS pre-treatment might prohibit the LPS-induced lung injury by inhibit欄
ing proinflammatory cytokines release， whereas HS post-treatment through cel protective 
effect with HSP72. (Accepted on December 26， 2003) 
Key words : Heat stress， Heat shock protein 72， LPS-induced lung 
injury， lung pressure/volume curve， cytokine 
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はじめに
多くの臓器で様々な侵襲刺激に対して熱ショッ
ク蛋自(耳eatshock protein:以下HSPと略)を
誘導する反応が見られる.HSPの中でも70kDaの
HSPであるHSP70ファミリーは最も研究が進ん
でいる.温熱刺激はHSPを誘導し細胞保護効果
を発現することは，肝臓，心臓，腎臓，小腸，肺
臓などの臓器で報告がある.具体的には，温熱刺
激やHSP誘導性薬剤の前処置により，肝移植後
の生存率やグラフトの機能を改善したり l，2)，心
筋3，4)，腎臓5，6)，小腸7)での虚血再環流傷害を保
護するなどの報告がある.敗血症により実験的に
引き起こされた多臓器不全に対しても，温熱刺激
の前処置が臓器保護的に作用するという報告があ
る8，9) このように耳SP誘導は，化学的(スー
パーオキサイドなど)，感染(細菌など)，環境
(熱など)，炎症Clipopolysaccharide(LPS)な
ど)のストレスに対して細胞が備えている本来の
保護機序と考えられる.しかしながらHSPの臓
器保護作用についての分子レベルの機序は十分に
は明らかになっていない.
肺組織でのHSPの初めての報告は，悪性腫療
を判定するための腫湯マーカーとしての役割であ
る10) 肺障害の分野では，ホスホリバーゼ'Alへ
の暴露11)や盲腸結繋・穿孔8，12)，虚血再環流13)な
どにより誘発した急性肺障害モデルで，温熱刺激
の前処置がHSPを誘導し，肺障害を改善するこ
とが示された.LPS誘導性肺障害においても，温
熱刺激の前処霞により肺毛細血管への好中球の集
積や肺透過性充進が有意に減少すること14)，ラッ
トの敗血症モデルの肺においてアデノウイルスベ
クターを応用した狂SP70の誘導は肺水腫や貯中
球の集積が減少することが示されている14)
肺組織での宜SPは温熱刺激の2時間後には発現
し， 12から24時間後に最高レベルに達する11) つ
まり侵襲刺激の12から24時間前の温熱刺激は
HSPを誘導し肺保護効果が期待できる.しかし
臨床的には，侵襲刺激後に加えられた温熱刺激に
も保護作用が認められれば，より治療法としての
意義が高い.侵襲刺激後の温熱刺激の効果に関し
ては， LPSを投与したラットの生存率が改善する
という報告があるが15)，in vivoでの肺保護効果
についての報告はない.また温熱刺激の前処置に
よる肺保護の機序については，炎症性サイトカイ
ンの放出抑制が示唆されているが16)，十分には明
らかになっていない.今回の研究の目的は，温熱
刺激をLPS投与の前または産後に加えて， HSP 
72とサントカイン，肺機能を測定することにより
LPS誘導性肺鯖害への効果を検討し，さらに
HSPと炎症性サイトカインの関与について明ら
かにすることである.
材料および方法
対象
SPF飼育施設で飼育された 11週齢の雄の
Sprague-Daw1eyラット(体重330~350g，清水実
験材料)を使用した.実験計画は鳥取大学監学部
動物実験委員会の許可を得て実施した.
群分け
ラットは， LPS処置と温熱刺激を加える時間関
係によって4群に分類した (CONT:無処罷，
LPS: LPS投与のみ， pre-HS:温熱刺激18時間後
にLPS投与， post-HS: LPS投与誼後に温熱刺激)• 
それぞれの処置や測定項目等の詳細は表lに示し
た.これらの群とは別に，温熱刺激0，2， 6， 18 
時間後のHSP72のmRNAと蛋自発現を測定した
(各群:n=3). 
温熱刺激
温熱刺激を与えるために，ペントパルピタール
50 mg/kgの腹睦内投与で麻酔したラットの蔽下
に浮き輸をつけて， 41.50Cの温湯に頭を出した
状態で浮かべ，直腸温度で41.50Cを15分間保っ
た.温熱刺激後ラットを室温のケージに庚し，食
料と水分が自由に摂取出来るようにした.温熱刺
激の前処置群 (pr・e-HS)では， LPS処置の18時
間前に，温熱刺激の後処置群 (post-HS)では，
LPS処置直後に同様に温熱刺激を加えた.
LPS処震
LPS誘導性肺樟害作成のため，ペントバlレピ
タール 50mg/kgの腹腔内投与で麻酔したラッ
トに， LPS (Escherichia coli Serotype 055:召5，
Sigma) 3 mg/ kgを陰茎静脈より投与した.
肺圧力容量関係の測定方法
肺の圧容量曲線を 4群でLPS処置から0時間
後 (CONT群:n=8)，2時間後(各群:n=8)， 6時
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表1.各群における処置と評価
群 処置 時間経過
評価 18時間前 0時間 2時間後 6時間後 18時間後
CONT HS/LPS 無処置
肺機能(圧容量曲線，湿乾重量比) 8 
血援サイトカインとMPO 8 
サイトカインとHSP72の遺伝子発現 3 
LPS HS/LPS LPS 
肺機能(庄容量曲線，湿乾重量比) 8 8 1 
血援サイトカインとMPO 8 8 8 
サイトカインとHSP72の遺伝子発現 3 3 
Pre-HS 日S/LPS HS LPS 
肺機能(庄容量曲線，湿乾重量比) 8 8 13 
血援サイトカインとMPO 8 8 8 
サイトカインとHSP72の遺伝子発現 3 3 
Post-HS HS/LPS LPS+HS 
肺機能(圧容量曲線，湿乾重量比) 8 8 10 
血接サイトカインとMPO 8 8 8 
サイトカインとHSP72の遺伝子発現 3 3 
HS:温熱刺激， LPS: lipopolysaccharide投与， MPO: mye1operoxidase， HSP72:熱ショック蛋白 72
CONT群:無処置， LPS群:LPS投与のみ， pr・e-HS群:温熱刺激18時間後にLPS投与，
post-HS群:LPS投与直後に温熱刺激
間後(各群:n=8)，18時間後 (LPS群:n= 11， 
pre-HS群:n= 13， post-HS群:n=10)に以下lこ
示す方法で測定した.麻酔後に気管切開孔から気
管チューブを挿入し，心肺をー塊として取り出し
た.気管チューブに三三方活栓を接続し，その一方
に庄測定ラインを繋ぎ庄変換器に連結した.三
活栓のf也の一端にガラス注射器を接続し，遊離肺
に一回0.5m1の空気をゆっくり注入し，注入20
秒後の値を気道内圧とした.x-y軸の上lこ気道内
圧と注入空気量を記録した16) この手技を気道内
圧が25cmH20になるまで続け，そのときの空気
の総注入量を全肺容量と規定した.この吸気相で
の測定に引き続き，気道内圧がocmH20に至る
まで開様の手技で脱気し，呼気相での測定とした.
肺湿乾重量比
肺圧容量曲線を測定したすべての肺を用いて，
測定直後に右肺の重量を測定し湿重量とした.そ
の肺を600Cのオー プンで、2週間かけて重量の変化
が無くなるまで完全に乾燥させ，その重量を乾重
量とした17)肺湿乾重量比は，次式に基づいて計
算した.肺湿乾重量比 z 湿重量/乾重量
血媛サイトカイン濃度とmyeloperoxidase
(MPO)活性
LPS処置から0，2， 6， 18持間後に右房から血
液標本をへパリン採凪し(各群:n=8)， 3000 
rpm， 10分間遠心分離した後，その上清を採取し
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表2. ノザンプロット解析のためのPCRプライマー
遺伝子 PCRプライマー アニー リング温度(0C) 塩基対
HSP 72 sense 5'-AAG CAG ACG CAG ACC TTC AC 
antisense 5'-CAC CTC CTC GAT GGT GGG 65 654 
TNF-α sense 5'-GT A GCC CAC GTC GT A GCA AA 
antIsense 5'一CCCTTC TCC AGC TGG GAG AC 60 346 
IL-1s sense 5'-TGA TGT CC CAT T AG ACA GC 
antIsense 5'-GAG GTG CTG ATG T AC CAG 60 378 
MIP-2 sense 5'-GGC ACA ATC GGT ACG ATC ACG 
antisense 5'-ACC CTA CCA AGG GTT GAC TTC 62 303 
s-actin sense 5'-AAC CGT GAA AAG ATG ACC CAG 
antIsense 5'-CTC CTG CTT GCT GAT CCA CAT 60 741 
HSP 72:熱ショック蛋白72，TNF-α: Tumor necrosis factor-α， IL-1s: interleukin-1s， 
MIP-2: macrophage inflammatory protein-2 
測定を行うまで-800Cで保存した.血援Tumor
necrosis factor-α(TNF-α)， inter1eukin-1s CIL-
1s)， macrophage inflammatory protein-2 (MIP 
-2)濃度はenzyme-linkedimmunosorbent assay 
(ELISA) kit (Immunoassay Kit， BioSource In-
ternational， Inc)を用いて測定した.血媛MPO
活性は， o-dianisidine dihydrochloride oxidation 
法で測定した18) 簡略に述べると， 0.1 M 燐酸
緩衝液0.5ml (Sigma)とO.25%牛血清アルブミ
ン 0.6mlの混合液に血援を加え，そこにo-di“
anisidine (Sigma)と過費変化水素を反応させ460
nmの吸光度で測定， MPO活性の指標とした.
TNF-α， IL-1s， MIP-2， HSP72の遺伝子発現
各群で温熱刺激またはLPS処置後に経時的に肺
組織を採取し(各群:n=3)，採取直後に液体窒
素で急速冷凍し解析を行うまで-800Cで保存した.
冷凍保存肺にIsogen(ニッポンジーン)を加えて
ポリトロンホモジナイザーでホモジナイズし，
3000 rpm， 15分間遠心分離後，その上清を採取
した.RNAはグアニジンーチオシアン酢酸塩一フ
ェノールークロロホルム法で回収した.mRNA定
量解析はノザンプロット解析を行った19.20) 簡
略に述べると， 10μgの総RNAを1%アガロー ス，
ホルムアルデヒドゲルで分離し，引き続きINC膜
(Westborough)上に転移した.表2に記載した
プライマーを用いてpolymerasechain reactionを
30サイクル行いcDNAを増幅し， QIAquick Gel 
Extraction kitにて精製したものをプロープとし
て使用した.それぞれのプロープ1土TakaraBca 
BEST labeling kit (タカラバイオ)を用いてα一
[32P] dCTPをラベルし，ハイブリダイゼーショ
ンに用いた.日SP72，TNF一α，IL-1s， MIP-2 
のmRNAの発現の定量はMolecularimager 
(Japan Bio-Rad-laboratories)を用いて行い，s-
actinのmRNA量で補正した.その比の最大値を
100%として棺対値で表した.
HSP72の蛋自発現
HSP72の蛋自発現をウエスタンプロット解析
で確認した20) 上記の冷凍保存肺にバッファー
(Tris-HCl: 50 mM， NP-40: 1 %， Na-deoxycho-
late: 0.25%， NaCl: 150 mM， EGTA: 1 mM， 
PMSF: lmM， aprotinin， leupeptin， pepstatin: 1 
μg/ml)を加えてポリトロンホモジナイザーでホ
モジナイズし， 3000 rpm， 10分間遠心分離し，
その上清を採取し試料とした.総蛋自濃度は
BCA protein assay kit (Pierce Chemical)で測定，
調整した.給、タンパク質100μgを10%SDS poly-
acrylamide gelで電気泳導しHybond-Pmem-
brane (Amersham)上に転写した.5%の脱脂粉
乳で60分間ブロッキングした後， 200倍希釈マウ
ス抗ラットHSP70モノクローナル抗体 (Stress-
Gen Biotechnologies)に24時間暴露し， ECL de-
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図 1.LPS処置と温熱刺激の圧容量曲，線と全肺容量に対する効果
(A)肺庄容量曲線は， LPS処置によって下方移動した. (B)温熱刺激の前，後処置とも，
LPS投与から18時間後の圧容量曲線の下方移動を一部抑制した.LPS， post-HS， pr・e-狂S群に
おける全肺容量は， LPS処震により経時的に減少した.しかしながら，温熱刺激の前，後処置
とも， LPS投与から18時間後の減少を有意に抑制した.データは平均土標準偏差で表した， * 
: p<0.05， NS:有意、差なし
tection kit (Amersham)で可視化した.
統計処理
データは平均値±標準偏藁で表した.全腕容量，
肺湿乾重量比，血援サイトカイン濃度， MPO活
性はニ充分散分析とFishier検定を用いて解析し
た. p<0.05を有意とした.
結果
圧容量曲線と全肺容量
圧容量曲線はLPS処置後経時的に下方移動した
が，温熱刺激の前処罷，後処置はともにLPS処置
18時間後の庄容量曲線の下方移動を一部抑制した
(図1A).全肺容量は， CONT群に比較してLPS
処置6，18時間後に3群とも有意に減少した(図l
B) .温熱刺激の前処置，後処置ともLPS投与か
ら18時間後の全蹄容量の減少を有意に抑制した.
姉湿乾重量比
肺湿乾重量比はCONT群に比較してLPS処置6，
18時間後に3群とも有意に増加した(図2).温熱
刺激の前処置，後処置とむLPS処置18時間後の湿
乾重量比の増加を有意に抑制した.
血援サイトカイン濃度とMPO活性
血築中のTNF-αと1L-1s濃度はLPS投与から2
から 6時間後には有意に増加したが， 18時間後に
は基準点に戻った(悶3A，B). これらの変化は
温熱刺激の前処置，後処置の影響を受けなかった.
血援中のM1P-2濃度もLPS投与から2，6時間後
には有意に増加した(図3C)，温熱刺激の後処置
によりM1P-2濃度は増加し， LPS処置から2，6 
時間後には温熱刺激を加えない場合と比較して有
意に増加した.血援MPO活性はLPS処置により
増加せず，温熱刺激の前処置はMPO活性に影響
しなかったが，温熱刺激の後処置によりLPS処置
から6，18時間後のMPO活性は者意に増加した
(図4).
TNF-α， 1L-113， M1P-2のmRNA発現
mRNA発現の典型的なノザンプロットの解析
結果を図5に示す.LPS処置によって肺組織での
TNF一α，1L-1s， M1P-2 mRNAが誘導され，
LPS処置から2時間後に最高の発現量となり， 6時
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図2.LPS処置と温熱刺激の肺混乾重量比に対する効果
LPS処置により経時的に肺温乾重量比は増加した.温熱刺激の前，後処置とも， LPS処置か
ら18時間後の肺温乾重量比の増加を有意に抑制した.データは，平均±標準偏差で表し
た.*: p<0.05， NS:有意差なし
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図3.LPS処置と温熱刺激の血紫γNFーα，Iしーls，MIP-2濃度に対する効果
LPS処置から0，2， 6， 18時間後にラットから血液標本をへパリン採血し， 3000 rpm， 10分間
遠心分離した上清を採取した.TNF-a， IL-1s， MIP-2濃度をELISAキットを用いて測定し
た.LPS処置によりTNF-α，IL-1s， MIP-2の血柴濃度は増加した. (A)血媛TNF-α濃度は，
LPS投与から 2時間後に有意に増加した.温熱刺激の前，後処置とも，血接TNF一α濃度に影響
しなかった. (B)血接IL-1s濃度は， LPS投与から 2，6時間後に有意に増加した.温熱刺激の
前，後処置とも，血疑IL-1s濃度に影響しなかった. (C)血援MIP-2濃度は， LPS投与から
2， 6時間後に増加した.温熱刺激の前処置はMIP-2濃度に影響しなかったが，温熱刺激の後
処置することで， MIP-2濃度は更に有意に増加した.データは，平均二と標準偏差で表した.
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LPS処置と温熱刺激の血紫myeloperoxidase(MPO)活性に対する効果
LPS処置から0，2， 6， 18時間後にラットから血液標本をへパリン採血し， 3000 rpm， 10 
分間遠心分離した上清を採取した.血援MPO活性をo-dianisidinedihydroch1oride oxida-
tion法を用いて測定した.LPS投与と温熱刺激の前処置は，血接MPO活性に影響しなか
ったが，温熱刺激を後処置することでは， LPS投与から6，18時間後の抗PO活性は有意に
増加した.データは，平均土標準偏差で表した.*: p<0.05 
6時間後2時間後0時間
図4.
この研究は，温熱刺激によって誘導される
HSP72が， LPSによって誘導されるラット肺水
腫にいかなる影響を及ぼすかを検討することを目
的として行なった.この実験における主な知見は，
1) 41. 50 C， 15分間の全身の温熱刺激をLPS投与
の18時間前あるいはLPS投与直後に加えることに
より，共に肺組織にHSP72を誘導しLPS誘導性
肺障害を減弱したこと， 2)温熱刺激の前処置に
よりLPSによる炎症性サイトカインの誘導が減弱
したが， LPS投与直後の温熱刺激処置は，炎症性
サイトカイン誘導を抑制しなかったことである.
察考
間後には減弱していた.温熱刺激の前処置により，
LPS処置から2時間後のTNF一α，IL-1s， MIP-2 
のmRNA発現量が減弱した.しかし温熱刺激の
後処罷では， LPS処霞から2時間後のIL-1s
mRNA発現をわずかに抑制したが， TNF一αと
MIP-2 mRNAの発現には影響を与えなかった.
実験モデル
従来の研究では，炎症や感染による急性呼吸窮
迫症候群 (ARDS)モデルとしてLPSの気管内噴
霧20，盲腸の結主主・穿孔などの手技22)を使用して
いる.今国我々は， LPS 3 mg/kgを経静脈的に
HSP72のmRNAと蛋自発現
mRNA，蛋自発現の典型的なノザンプロット，
ウエスタンプロットの解析結果を国6に示す.肺
組織でのHSP72mRNAは，温熱刺激より2時間
後に最高の発現量を示し， 6時間後には減弱して
いた(悶6上段).HSP72蛋白量は温熱刺激から2
時間後に発現量の増加を認め， 6， 18時間後には
増強した(図6下段).LPS処置はHSP72mRNA 
を6時間後に誘導し，温熱刺激の前処置は，その
発現量に影響を与えなかったが，後処置は誘導を
促進し， LPS処置と温熱刺激の2時間後には強い
HSP72 mRNAの誘導を確認した(図7).
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図5.温熱刺激の肺組織のTNFーα，IL-1s， MIP-2 mRNA発現への影響
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肺組織でのTNF-α，IL-Is， MIP-2 mRNA発現の典型的なノザンプロッ ト解析結果を示
す.TNF一α，IL-Is， MIP-2の計測値は， s-actinとの相対比をとり，最大値を100%とし
て表した.LPS処置により 2時間後にTNF-α，IL-Is， MIP-2 mRNAは最高の発現量を
示した しかしながら，温熱刺激の前処置では，このmRNAのLPSによる発現の増強は滅
弱した.温熱刺激の後処置では，LPS処置2時間後のIL-Isの発現量はやや抑制したが，
TNF-α， MIP-2の発現には影響を与えなかった.データは，平均±標準偏差で表した
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図6.ラッ卜肺における温熱刺激後のHSP72mRNAと蛋白発現
総RNAは温熱刺激から0，2， 6， 18時間後に採取した HSP72とs-actinのmRNA発現をノザン
プロット解析で確認した.HSP72 mRNAは温熱刺激から2時間後に誘導されたが， 6から18時
間後には減弱していた.HSP72蛋白はウエスタンフロット解析で確認した.HSP72蛋白は，温
熱刺激から2時間後に発現量が増加し， 6， 18時間後にはより増強した.
投与して肺障害を誘発した.このモデルは，肺障
害の程度が軽度でありLPS投与の後，酸素投与や
人工呼吸の補助なしに長時間(18時間)観察する
のに適した実験モデルである.経過観察中に全身
衰弱や下痢が認められたが，これらの合併症で死
亡したラットはいなかった HSP72の細胞保護
効果を確認するため，ラットに全身への温熱刺激
を加えて肺組織におけるHSP72誘導を観察した.
温熱刺激後の18時間の観察時間は，温熱刺激の 2
時間後からHSPの発現が認められ， 12から24時
間続くという以前の論文に基づいて決定した1)
我々も肺組織のHSP72のmRNAと蛋白発現につ
いて解析を行い，2時間後よりmRNAと蛋白は誘
導され，誘導された蛋白は少なくとも18時間後ま
で残存していることを確認した.
肺障害の評価
肺障害の急性期には肺毛細血管透過性が充進し
て肺水腫を形成し，その結果，肺コンブライアン
スが減少する23) 今回の研究では，我々は肺コン
ブライアンスや血管透過性の変化を反映する二つ
の生理的指標，肺圧容量曲線と肺湿乾重量比を測
定することでLPS誘導性肺障害を評価した.肺圧
容量関係はRibeiroらの手技に基づいて解析した
が，今回得られた正常ラットの全肺容量は彼らの
結果と同程度であった16) また今回の実験で正常
ラットの肺湿乾重量比は，我々の以前の報告と同
程度であった17)温熱刺激の前処置，後処置いず
れでも， LPS処置から18時間後の肺障害の生理的
指標を有意に改善した.これらの結果は，温熱刺
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図7.LPS処置によるHSP72mRNA発現の変化
肺組織のHSP72mRNA発現の典型的なノザンブロット解析結果を
示す.LPS投与から6時間後にHSP72mRNAを誘導した 温熱刺激
の前処置はLPS処置後のHSP72mRNAの発現に影響しなかったが，
温熱刺激の後処置はHSP72mRNAの誘導を促進し， LPS処置から2
時間後には強いHSP72mRNAの誘導を確認した.
激をあらかじめ加えた場合のみならず， LSP投与
の直後に加えた場合も，LPSによる急性肺水腫の
抑制効果があることを示している.
炎症性サイト カインの誘導とHSPの保護作用
温熱刺激による前処置の臓器保護効果は， 肝臓，
心臓，腎臓， 肺などの臓器で報告されており，こ
の作用機序としてHSPの関与が示唆されてい
る1-9) 今回の実験では，温熱刺激は6時間後から
18時間後までHSP72の誘導を持続させることを
確認した.また，温熱刺激の前処置はLPSによる
肺組織の2時間後のTNF一α，IL-1s， MIP-2など
の炎症性サイトカインの遺伝子発現を抑制し，18 
時間後のLPS誘導性肺水腫を減少した.HSP72 
は温熱刺激のみではなくLPSなどのその他の様々
な非温熱侵襲刺激によっても誘導され12，24) こ
れらの侵襲刺激は相互作用を発揮し様々な細胞
や臓器において細胞保護的に作用することが報告
されている25) HSPによる細胞保護作用の機序
のーっとして，炎症性サイ トカインの抑制が示唆
されてる16，26) このこ とから温熱刺激の前処置
は， HSPを誘導して炎症性サイトカイン発現を
抑制し，更なるサイトカインの誘導， 引き続き起
こる細胞障害を抑制し18時間後の肺水腫の改善に
関与したと推察した.
今回の実験ではLPS投与直後に温熱刺激を加え
た場合でも温熱刺激の肺水腫抑制効果を認めた.
しかし，温熱刺激の後処置では肺組織の炎症性サ
イトカインの誘導抑制は明らかではなく ，反対に
血援MIP-2濃度やMPu活性は増加した.LPS投
与直後の温熱刺激は， LPSによる全身の炎症反応
を促進し肺への活性化好中球の集積を促進したこ
とを示唆している すなわちLPS投与後に温熱刺
激で処置しでも，LPSによるサイトカインの誘導
は抑制できないが，サイ トカインによる肺障害発
現を軽減する作用機序が働くと推察した.HSP 
72の細胞保護作用の分子メカニズムとしては，炎
症性サイトカイン発現の抑制以外に，蛋白新生の
段階で異常のある蛋白を修復する分子シャペロン
として働 くこと， NFκBを不活性化することに
よる生理活性物質のシク申ナル伝達を抑制すること
が報告されている27，28) またHSPはTNF一αやIL
-lsの刺激などによって活性化するアポトーシス
経路の細胞内シグナル伝達を司っているactivat
????
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ing protein-1 (AP-1)を抑制することも報告され
ている29-:11 今回のモデルではLPS投与後に早期
にサイトカイン濃度の上昇が見られること，肺障
害発現はLPS投与18時間後にはじめて顕著になる
こと，耳SP72の発現は温熱刺激後12から24時間
後に顕著になるという時間経過を考慮:に入れると，
温熱刺激の後処置の場合にはサイトカインの誘導
とそれによる肺障害は抑制できないが，やや遅れ
て誘導されるHSPを介して細胞保護効果が発現
し，肺障害への進展を抑制したものと推察した.
さらに温熱刺激の後処置ではHSP72の誘導時期
が促進されることも肺障害修復作用に貢献してい
ると推察した.
今後の課題
今回の実験では，温熱刺激を加えることでLPS
誘導性肺障害を抑制したことを示したが， HSP 
が関与しているという直接的な証拠は提示してい
ない.また， LPS投与直後の温熱刺激により肺水
腫の形成を抑制したが， MIP-2濃度やMPO活姓
は増加した.この結果は，炎症反応が発現してい
る細胞に温熱刺激を引き続き加えることは，アポ
トーシスによる細抱死に焔らせるという最近の報
告32，却を裏付けるものである，i鼠熱刺激のタイ
ミングによっては腕毛細血管透過性が悪化する可
能性も示唆している.また今回の実験では， LPS 
投与直後の温熱刺激の効果しか検討しておらず，
さらに細胞障害が進行した後の温熱刺激の効果に
ついては更なる検討が必要である.今田の知見よ
り，臨床的有用性，例えば急性肺障害の治療への
応用に言及することはできないが，分子レベルで
のHSP発現は，炎症，感染，虚取再環流などに
より引き起こされる急J性姉障害の予防，治療に発
展する可能性を示唆するものである.
結論
LPS投与の18時間前またはLPS投与直後の41，5 
o C， 15分の全身温熱刺激は，肺組織にHSP72を
誘導しLPS誘発性肺水躍の発現を抑制した.温熱
刺激の前処置ではHSPによる炎症性サイトカイ
ン誘導抑制が，後処置では託SPによる細胞修復
作用が，姉保護に関与することを示唆した.
稿を終えるにあたり，懇切なる御指導と街l検聞を賜
りました鳥取大学法学部器官制御外科学講使麻酔・集
中治療底学分野石部総一教授，また御助言，御検問を
賜りました開基礎病盤底学講鹿分子医動物学分野平井
和光教授，同統合内科医学講産分子制御内科学分野清
水英治教授に深謝L、たします.
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